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Streszczenie. Aktywno$¢ oksydoreduktaz w glebie zwigzana jest z metabolizmem
oddechowym glebowych drobnoustrojéw. Dehydrogenazy, aktywne w komdrkach wszystkich
mikroorganizméw glebowych, katalizuja utlenianie zwiazkéw organicznych. Funkcja katalazy
zwiazana jest z ochrona komorki przed toksycznym dziataniem nadtlenku wodoru, produktu
ubocznego przemian zachodzacych w warunkach tlenowych.

Stowa kluczowe: gleba, dehydrogenaza, katalaza

Oksydoreduktazy tworza klase enzymoéw (EC 1) o wysokiej specyficznoscli,
katalizujacych reakcje oksydoredukcyjne zachodzace w kazdej zywej komorce.

Dehydrogenazy

Dehydrogenazy stanowia liczna grupg oksydoreduktaz zlokalizowanych w cyto-
plazmie lub specyficznych strukturach, utworzonych z blon cytoplazmatycznych.
Katalizuja utlenianie zwiazkow organicznych przez odiaczenie od nich elektronéw
i protonéw. W warunkach tlenowych sa one przenoszone poprzez szereg posred-
nikow na elementy lancucha oddechowego i ostatecznie na O,. W warunkach
beztlenowych funkcje koncowego akceptora peinig dostgpne, utlenione formy
nieorganiczne NO;, Mn(IV), Fe(IIl), S0, CO, (oddychanie beztlenowe) lub
zwiazki organiczne (fermentacja). Niezaleznie od stanu natlenienia gleby, dehydro-
genazy sg wiec elementem metabolizmu oddechowego, $cisle zwigzanego z wytwa-
rzaniem energii biologicznie dostgpnej (ATP) [1]. Za posrednictwem koenzymow
dehydrogenaz (NAD i NADP), protony odlaczone od utlenianych substratow
uczestnicza roOwniez w procesach biosyntezy.
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Aktywno$¢ dehydrogenaz w glebie zwiazana jest z czynnoscia wielu enzy-
mow (dehydrogenaz) lub systemoéw enzymatycznych, powszechnie wystepu-
jacych w drobnoustrojach glebowych [42,52]. Czynne dehydrogenazy wystepuja
w glebie jako integralna cze$¢ nienaruszonych komorek. Oznaczenie aktywnosci
tych enzyméw w glebie jest zatem wskaznikiem intensywnosci metabolizmu
oddechowego mikroorganizméw glebowych, glownie bakterii i promieniowcow
[11,32,33,40]. Wykazano, ze zmiana stanu natlenienia gleby istotnie modyfikuje
aktywno$¢ dehydrogenaz glebowych [9,10,22,50,51,53,59].

Szczegblne znaczenie dehydrogenaz dla funkcjonowania mikroorganizméw
glebowych sprawia, ze wskaznik ten jest powszechnie stosowany w okreslaniu
aktywnosci biologicznej gleby. Obserwowano $cista zalezno$é pomiedzy aktyw-
noscia dehydrogenaz oraz zawarto$cia materii organicznej, zZyznosécia gleby i li-
czebnoscia drobnoustrojow glebowych, a takze aktywno$cig proteolityczna, nitry-
fikacja, respiracja (pochtanianiem O,, wydzielaniem CO,) i denitryfikacyjna oraz
czynno$cig innych enzymoéw obecnych w glebie, m.in. fosfatazy kwasnej i alkali-
cznej, sulfatazy, B-glukozydazy, katalazy, amylazy, sacharazy [3,7,8,16,19,27,29,
30,36,37,43,47,56,58,60].

Metoda z wykorzystaniem TTC: Casida i in. [14]

Podstawy oznaczen

Metoda polega na inkubacji gleby z bezbarwnym, rozpuszczalnym w wodzie
substratem, TTC (2,3,5-trifenylotetrazoliowy chlorek), ktéry jest redukowany
enzymatycznie do barwnego, nierozpuszczalnego w wodzie trifenyloformazanu
(TPF). Zastgpujac tlen oraz inne naturalnie wystepujace akceptory, TTC przejmuje
elektrony i protony, odtaczone przez dehydrogenazy od utlenianych zwiazkow
organicznych. Po inkubacji formazan jest ekstrahowany z gleby alkoholem i ozna-
czany kolorymetrycznie.

Zgodnie z zalozeniem metody, reakcja przeprowadzana jest w warunkach
zblizonych do naturalnych,
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Sprzet

1. Szafa termostatowana (inkubacja w temperaturze 30°C),
. Spektrofotometr (odczyt przy dtugosci fali A = 485 nm),
3. Dozownik przystosowany do kontaktu z alkoholem (lub cylinder szklany 25 cm?).

Odczynniki

1. 3% (w/v) wodny roztwér TTC (cz.d.a.). TTC nalezy przechowywaé w lo-
dowce. Bezposrednio przed inkubacja przygotowywaé potrzebna ilo$¢ roz-
tworu TTC,

2. Weglan wapnia stracony CaCO; (cz.d.a.),
3. Etanol (cz.d.a.),
4. Trifenyloformazan (TPF, cz.d.a.) do sporzadzenia krzywej wzorcowe;.

Postepowanie w oznaczeniu

W zaleznosci od celu oznaczenia aktywnoéci dehydrogenaz, gleba moze by¢
Swieza, sucha powietrznie, lub preinkubowana na plytach ssacych. Aktywno$¢
dehydrogenaz jest istotnie determinowana przez aktualne warunki fizyczne,
dlatego material glebowy przeznaczony do badan poréwnawczych powinien by¢
przechowywany w takich samych warunkach wodno-powietrznych.

Do szklanej kolbki erlenmajerki o pojemnosci 50 cm® odwazyé 6 g gleby prze-
sianej przez sito o oczkach $rednicy 2 mm, pozbawionej korzeni i o oznaczonej
wilgotnosci. Dodaé 60 mg CaCOj; oraz 2-4 cm® wody destylowanej*. Doda¢ 1 cm®
substratu (3% TTC), kolbke szczelnie zamknaé i bardzo starannie, lecz ostroznie
wymiesza¢ glebg z TTC. Zawiesina glebowa powinna pozostawaé na dnie kolbki,
a nie na $ciankach. Wstawi¢ do szafy termostatowanej nagrzanej do temperatury
30°C na 20 godzin. Po zakoficzeniu inkubacji dozowaé 25 cm® etanolu. Ponownie
szczelnie zamkna¢ (mozliwie jak najszybciej) i kilkakrotnie, energicznie wstrzasnag.
Kolbke umiesci¢ w ciemnym pomieszczenia, pozostawi¢ na 1 godzine. Nastepnie
zawarto$¢ kolbki energicznie, kilkakrotnie zamiesza¢ i przesaczy¢ przez twardy
saczek (np. Filtrak nr 390). Bezposrednio po przesaczeniu mierzy¢ absorbancje
(A = 485 nm) wobec etanolu.

"Tloé¢ dodanej wody nalezy ustali¢, biorac pod uwagg wilgotnoé¢ gleby (2 cm® wody w przypadku gleby
bardzo wilgotnej, 4 cm® — dla gleby suchej powietrznie). Zbyt duza ilos¢ wody spowoduje niepotrzebne
rozcienczenie alkoholu ekstrahujacego wytworzony formazan. Objeto$¢ dodanej wody uwzgledniona
zostanie w obliczeniach. Po uzupenieniu wszystkich odczynnikow, nad powierzchnia gleby powinna
pozostawa¢ kilkumilimetrowa warstwa roztworu, znacznie zmniejszajaca dyfuzje tlenu.
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N =

Préby kontrolne

Réwnolegle wykonaé probg kontrolng gleby bez dodatku TTC,
Dalsze postgpowanie jak z proba badana.

Uwagi do metody

Pomiary wykonywa¢ w trzech powtorzeniach,

Wszystkie czynno$ci nalezy wykonywacé przy przestonigtych oknach z uwagi
na znaczna wrazliwo$¢ odczynnikow na $wiatlo,

Przesacze zawierajace wysokie stgzenia TPF nalezy rozcieficzy¢ alko-
holem, rozcienczenie uwzgledni¢ przy obliczeniach aktywnosci,

Etanol mozna zastapi¢ etanolem skazonym acetonem lub metanolem
(TRUCIZNA),

Dehydrogenazy sa enzymami aktywnymi przede wszystkim w Zyjacych ko-
morkach drobnoustrojow glebowych. Dlatego metoda nie uwzglednia stosowania
toluenu (jak w przypadku zewnatrzkomoérkowych hydroliz). Jednak oznaczenie
aktywnosci dehydrogenaz w glebach niedotlenionych (bardzo wilgotnych lub
zalanych woda) powinno obejmowa¢ rowniez proby sterylizowane, ze wzgledu
na mozliwo$¢ chemicznej (abiotycznej) redukcji TTC przez formy zredukowane,
obecne w glebie. Zaleca sig np. 2-3 krotne autoklawowanie gleby przed doda-
niem TTC. Jednokrotny zabieg sterylizacji moze nie by¢ catkowicie skuteczny.
Zatem w trakcie dtugiej (20 godz.) inkubacji, zniszczone komorki staja sie tatwo
dostgpnym zrédtem wegla i azotu dla tych drobnoustrojow, ktore przezyly,
Zastrzezenia budzi niepetne wykorzystanie TTC, a takze mozliwos¢ redukcji
abiotycznej TTC [1,21].

Krzywa wzorcowa dla TPF

100 mg formazanu rozpuéci¢ w okoto 80 cm® etanolu, w razie potrzeby

delikatnie podgrza¢ na fazni wodnej do rozpuszczenia substancji, ostudzi¢ do
temperatury pokojowej i uzupeti¢ etanolem do 100 cm’ w kolbie miarowe;.
Przenie$¢ 25 cm® powstatego roztworu do kolby miarowej 500 cm®, dopetni¢
etanolem do kreski. W otrzymanym roztworze podstawowym stezenie TPF
wynosi 50 ug-cm'S. Nastegpnie odmierzyé 1, 3, 5, 10, 20, 30 i 40 cm® roztworu
podstawowego do kolb miarowych o pojemnosci 100 ¢cm®, uzupenié¢ alkoholem
do kreski. Stezenia powstatych wzorcéw wynosza odpowiednio 0,5; 1,5; 2,5; 5;
10; 15 i 20 pg-cm™. Wykonaé pomiary absorbancji (A = 485 nm) wobec etanolu.
Wyznaczy¢ krzywa wzorcows.
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Obliczanie wynikéw

Odczyta¢ stgzenie formazanu w roztworach badanych korzystajac z krzywej
wzorcowej, z rownania zalezno$ci stgzenia TPF od absorbancji lub za pomoca
wspolczynnika kalibracji [63].

Aktywno$¢ dehydrogenaz obliczy¢ wedtug wzoru:

- a4 _ (§-0)-v-100

Umol TPF -g~ s.m.-20h 63004 % s.m. @
umol TPF-g's.m.20 h"' — jednostka aktywnosci dehydrogenaz w glebie (ilos¢
trifenyloformazanu wytworzona przez 1 g s.m. gleby w ciagu 20 godzin),

S — stezenie TPF w probie badanej (pg-cm™),

C - odczyt z krzywej wzorcowej dla préby kontrolnej bez TTC (ug-cm™),

V - taczna objgtos¢ (cm®) dodanych roztworéw (tzn. roztworu TTC, wody i alkoholu),
6 — nawazka gleby (g),

300,4 — masa czasteczkowa TPF,

100-% " s.m. — wspblczynnik przeliczeniowy na sucha mase probki.

Modyfikacje metody z TTC

Metoda z TTC byla stosunkowo czgsto modyfikowana. Zmiany dotycza czasu
inkubacji (1-24 godz.), stezenia TTC, nawazki gleby (1-10g), temperatury inkubacji
(30-37°C). Aktywnos¢ dehydrogenaz w glebie przedstawiana jest w literaturze w roz-
nych jednostkach (np. nmol-g™-min", nmol-g”24 h™, ng.g'20h™, mg-100-g"-24 h).

1. Friedel i in. [20], Alef [1], Ohlinger [39] zalecaja wybdr optymalnego ste-
zenia TTC w zakresie od 1 mg TTC-g"' gleby (dla gleb piaszczystych) do

20 mg TTC-g" gleby (dla gleb organicznych). Zbyt wysokie stgzenie TTC

hamuje szybkos$¢ reake;ji,

2. Ross [42] - bufor TRIS lub TES, krétszy czas inkubacji (1-2 godz.). Aktyw-

nos¢ dehydrogenaz wykazuje maksimum przy pH 7-7,8,

3. Casida [13] - 6 godzinna inkubacja z dodatkiem glukozy i ekstraktu drozdzo-
wego. Dodatkowe zZrodto wegla i energii zwigksza aktywno$¢ dehydrogenaz,
moze jednak wystapi¢ stymulacja okreslonej grupy drobnoustrojow.
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Metoda z wykorzystaniem INT: Friedel i in. [20]

Podstawy oznaczen

Zatozenia metody podobne sa do opisanych powyzej. Substrat reakcji — INT
(2-p-jodofenylo-3-p-nitrofenylo-5-fenylotetrazoliowy chlorek) ulega redukcji do
barwnego INTF (jodonitrofenyloformazanu).

4 <
O
N=n* 3)

NO,

jodonitrotetrazoliowy chlorek

Sprzet

1. Eaznia wodna przystosowana do umieszczenia kompletu probéwek (46°C,
wytrzasarka 250 min™),

Butla z azotem do wymiany powietrza w probéwkach,

Spektrofotometr (odczyt przy dtugoscei fali A = 487 nm),

Mikro-wytrzasarka typu Vortex,

Wytrzasarka przystosowana do umieszczenia kompletu proboéwek,

Dozownik przystosowany do kontaktu z tetrahydrofuranem (10 cm?).

R W

Odczynniki

1. 0,1 M bufor Tris (pH 7,4). Rozpusci¢ 12,11 g Tris (hydroksyme-tylo)amino-
metan, cz.d.a. w 700 cm’ wody destylowanej, doprowadzi¢ odczyn roztworu
do wartosci pH 7,8 (gleby kwasne o pH<6), pH 7,6 (gleby obojetne o pH 6-7),
pH 7,4 (gleby alkaliczne o pH>7). Nastgpnie dopeini¢ woda destylowana
w kolbie miarowej do objetosci 1000 cm®,

2. 1% (w/v) roztwdr INT-Tris. 1 g INT (cz.d.a.) rozpusci¢ w cieptym buforze
Tris (okoto 50°) do objetosci 100 cm? roztworu. INT jest bardzo trudno rozpu-
szczalny. Rozpuszczalno$¢ mozna zwigkszy¢, korzystajac z ultradzwiekow,
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W

Tetrahydrofuran (cz.d.a.) TRUCIZNA,
Aceton (cz.d.a.),
5. INTF (cz.d.a.) do sporzadzenia krzywej wzorcowe;j.

&

Postepowanie w oznaczeniu

Odwazy¢ 2,5 g gleby (przesianej przez sito o oczkach $rednicy 2 mm i o ozna-
czonej wilgotnosci) do szklanej probéwki o pojemnosci 20 cm®. Materiat glebowy
nie moze zawiera¢ nawet drobnych korzeni roslin (informacja o wymagane;j
wilgotnosci gleby — jak w metodzie z TTC). Doda¢ 2,5 cm® substratu — przygo-
towanego roztworu INT-Tris. Wymieni¢ powietrze w probéwce na czysty azot,
natychmiast szczelnie zamkna¢ i dokladnie wymieszaé zawarto$é probowek,
umieszczajac proboéwke na 10 s na mikro-wytrzasarce. Probowke z zawiesina gle-
bowa wstawi¢ do nagrzanej tazni wodnej (o temperaturze 46°C). Inkubacje
prowadzi¢ w ciemnosci, przez 4 godziny Po zakonczeniu inkubacji dodaé ostroz-
nie, pod dygestorium, 10 cm’ tetrahydrofuranu, ponownie (mozliwie jak najszyb-
ciej) szczelnie zamknaé. Zawarto$¢ probowki dokfadnie wymieszaé na mikro-
wytrzasarce (10 s). Nastgpnie umiesci¢ probéwkeg w wytrzasarce w zaciemnionym
pomieszczeniu o temperaturze pokojowej na 2 godziny. Po uplywie wymaganego
czasu, przesaczy¢ zawarto$¢ probowki do kolbki o pojemnosci 50 cm® przez twardy
saczek (np. Filtrak nr 390) pod dygestorium. Nastgpnie wcigz pod dygestorium
odmierzyé 1 cm’ filtratu, doda¢ 7 cm® acetonu. Bezposrednio po przesaczeniu
mierzy¢ absorbancjg (4 = 487 nm) wobec wody.

Proby kontrolne

Réwnolegle, w ten sam sposob, przygotowac kontrolg gleby z buforem TRIS, bez
dodatku INT. Dalsze postgpowanie jak z proba badana.

Uwagi do metody

1. Tetrahydrofuran jest tpksyczny, nalezy pracowaé w rekawiczkach, POD
DYGESTORIUM. Saczki wraz z osadem pozostawi¢ pod wyciagiem do
wyschnigcia,

2. Motzliwie wszystkie czynnoéci wykonywaé przy zaciemnieniu pomieszczenia,

Materiat glebowy nie powinien zawiera¢ nawet drobnych korzeni ro$lin,

4. Przesacze zawierajace wysokie stgzenia INTF nalezy rozcienczyé acetonem
(aceton jest mniej toksyczny, niz tetrahydrofuran),

b
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5. Alef [1] i von Mersi [57] zalecaja dawke 10 mg INT-g'1 gleby, natomiast
Spothelfer-Magaiia, Thalmann [49], Friedel i in. [20] — wybdr optymalnego
stezenia indywidualnie dla kazdej gleby (10-20 mg INT-g™' gleby),

6. Podobnie jak w metodzie z TTC, oznaczenie aktywno$ci dehydrogenaz w gle-
bach niedotlenionych (bardzo wilgotnych lub zalanych woda) powinno obejmo-
wac rowniez proby sterylizowane, ze wzglgdu na mozliwo$¢ chemicznej (abio-
tycznej) redukcji INT przez formy zredukowane obecne w glebie,

7. Pomiary wykonywa¢ w trzech powtorzeniach, kontrole bez INT — w dwéch
powtdrzeniach.

Krzywa wzorcowa dla INTF

Rozpusci¢ 40 mg INTF w 100 cm’ tetrahydrofuranu (w kolbie miarowe;, pod
dygestorium). Pobraé¢ do probéwek po 0, 1, 2, 4, 5, 6 cm® otrzymanego roztworu,
uzupehié tetrahydrofuranem do 10 cm’ (odpowiednio 10, 9, 8, 6, 5, 4 cm®
tetrahydrofuranu) oraz dodaé do kazdej proboéwki 2,5 cm® buforu Tris. Dokladnie
wymiesza¢. Pobiera¢ do innego kompletu probéwek po 1 cm’ przygotowanych
roztwordw, nastgpnie rozcienczyé acetonem (1 cm’® roztworu INTF +7 cm® ace-
tonu). Dokladnie zamiesza¢, zmierzy¢ absorbancje przy dlugosci fali A = 487 nm
wobec wody destylowanej. Stezenie INTF w powstatych wzorcach wynosi odpo-
wiednio 0, 4, 8, 16, 201 24 ug-cm'3 . Wyznaczy¢ krzywa wzorcowa.

Obliczanie wynikéw

Odczyta¢ stezenie INTF w otrzymanych przesaczach. Aktywno$¢ dehydro-
genaz metoda z INT obliczy¢ wedhug wzoru:

_(§-0)-125-8-100 )

471,3-2,5- % s.m.

umol INTF -g™' s.m.-4 h™

umol INTF-g"' s.m.-4 h™' - jednostka aktywnosci dehydrogenaz w glebie (ilo§é
pumol INTF wytworzona przez 1 g s.m. gleby w ciagu 4 godzin),

S — stezenie INTF w probie badanej (ug-cm™),

C - odczyt z krzywej dla préby kontrolnej bez INT (ug-cm),

12,5 —aczna objgtos¢ dodanych roztwordw, tzn. INTF-Tris, tetrahydrofuran (cm®),

8 — mnoznik uwzglgdniajacy rozcienczenie przesaczu acetonem,

471,3 — masa czasteczkowa INTF,

2,5 — nawazka gleby (g),

100-% ' s.m. — wspotczynnik przeliczeniowy na suchg masg probki.
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Sole tetrazoliowe, do ktorych naleza TTC i INT, sa powszechnie stosowane
w biochemii, mikrobiologii, naukach medycznych do oznaczania aktywnosci
dehydrogenaz i innych systeméw enzymatycznych, zwigzanych z reakcjami
redoks (http://www.serva.de/products/latest/tetrazolium.shtml). Ze wzgledu na
znaczenie informacji, jakich dostarcza oznaczenie aktywno$ci dehydrogenaz
w glebie, wskazniki ten jest czgsto stosowany i weryfikowany. Zastrzezenia budzi
niepetne wykorzystanie zastosowanych substratow, a takze mozliwosé ich reduk-
cji abiotycznej [1,21]. Badania poréwnawcze z zastosowaniem TTC i INT pro-
wadzili m.in. Trevors [55], Friedel i in. [20], Gong [24]. TTC zostat wprowadzony do
okreslania aktywnosci dehydrogenaz w glebie przez Lenharda w 1956 r. [33],
natomiast INT jako pierwszy zastosowali Benefield i in. w 1977 r. [6].

KATALAZA (EC 1.11.1.6)

Katalaza (oksydoreduktaza H,0,:H,0,) katalizuje rozklad nadtlenku wodoru
do wody i tlenu czasteczkowego (5)

2H,0, —»2H,0+0, (5)

Funkcja katalazy jest bardzo cenna dla komorki. Naturalny substrat enzymu,
H,0,, powstaje w trakcie metabolizmu oddechowego jako produkt uboczny czyn-
nosci pewnych oksydoreduktaz (dysmutazy ponadtlenkowej i niektérych oksydaz),
1 stanowi jedna z reaktywnych postaci tlenu — silnie utleniajaca i latwo reagujaca
z biatkami, DNA i innymi sktadnikami komoérek. Prawdopodobnie bez przeszkéd
pokonujac btony komérkowe, H,O, powoduje nieodwracalne uszkodzenia struk-
tur biologicznych [25].

Enzym ten jest bardzo aktywny Katalitycznie, reaguje z H,O, okoto 10 000 razy
szybciej, niz np. peroksydazy roslinne. W ciagu sekundy czasteczka katalazy roz-
ktada okoto 200 000 czasteczek nadtlenku wodoru [4]. Katalaza wykazuje pewne
wiaSciwosci peroksydazowe, utleniajac takie substancje jak metanol, etanol,
mrowczan, chinony, zwiazki fenolowe (AH,+H,0,—A+2H,0, gdzie AH, —
zredukowany substrat) [4,15,31].

Mikroorganizmy posiadaja pojedyncza katalazg produkowana konstytutywnie
lub kilka (2-6) izozymdw, ktérych synteza jest $cisle zalezna od fazy wzrostu
populacji [61]. Niektére drobnoustroje (np. Escherichia coli) produkuja specy-
ficzne enzymy o podwdjnej aktywnosci katalazy i peroksydazy (katalazopero-
ksydazy), charakteryzujace si¢ zmieniona wrazliwo$cia na temperaturg, inhibitory
oraz innym optimum pH [4,17,18,31,34,46].

Szeroko rozpowszechniona wsréd organizméw zywych, katalaza wystepuje
w mikroorganizmach, rolinach i zwierzgtach. W $rodowisku glebowym obecna
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jest w komérkach wszystkich drobnoustrojéw, wykorzystujacych tlen do proce-
séw oddechowych (tlenowce, beztlenowce fakultatywne). Beztlenowce obligato-
ryjne wykazuja bardzo niska aktywnos¢ katalazy, lub jej brak [18].

Katalaza jest przede wszystkim enzymem wewnatrzkomorkowym, pehiacym
istotng funkcje ochronna w odniesieniu do substancji (H,O,) wytwarzanej w cyto-
plazmie i peroksysomach. Pewne badania wskazuja na mozliwo$¢ wystepowania
katalazy zewnatrzkomorkowej Ta forma enzymu przejawia niski poziom aktywnosci
— ponizej 2% aktywnosci catkowitej [18,62]. Enzym uwolniony z komérki wykazuje
jednak w glebie znaczna stabilno$¢ dzigki sorpcji na powierzchni mineratéw ilastych
oraz asocjacji z glebowym koloidem organicznym [12,45,48].

Wykazano istotne dodatnie korelacje pomigdzy aktywnoscia katalazy w gle-
bie i zawarto$ciag materii organicznej, biomasa, pochtanianiem O,, wydzielaniem
CO,, a takze aktywno$cia dehydrogenaz, amidazy glukozydazowej, fosfo-die-
sterazy [16,19,25,41,50]

Metoda manganometryczna: Johnson i Temple [28]

Podstawy oznaczen

Metoda polega na odmiareczkowaniu nadtlenku wodoru pozostatego w glebie
po inkubacji, tzn. nie rozlozonego przez katalazg zawarta w badanej probie
glebowej. Miareczkowanie przeprowadza si¢ nadmanganianem potasu w $rodo-
wisku kwasnym (réwnanie 6).

2MnO; +5H,0, +6H* — 2Mn** + 50, +8H,0 (6)

Miarg aktywnodci katalazy jest ilo§¢ H,0, roztozonego przez enzymy obecne
w glebie (lub ilos¢ KMnO, rownowazaca roztozony H,0,).

Sprzet

Biureta automatyczna lub szklana (25-50 cm3),
Wytrzasarka rotacyjna (30 obrotéw na minutg) dostosowana do naczyn o po-
jemnoéci okoto 100 cm’.

N =

Odczynniki

1. 0,3% H,O, (v/v) — 30% H,0, (cz.d.a.) rozcienczyé woda destylowana w kolbie
miarowej w stosunku 1:100 (np. 5 cm? przenie$é do kolby o pojemnoéci 500 cm’,
dopei¢ do kreski). Do kazdej serii analiz nalezy przygotowac $wiezy roztwor,
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2. 1,5M (3 N)H,SO, - 84,6 cm® stgzonego (95%) H,SO;4 (cz.d.a.) powoli przeniesé
do kolby miarowej o pojemnosci 1000 cm®, wypetnionej do polowy woda destylo-
wanag, ostroznie zamiesza¢. Po ostygnigciu dopeli¢ woda destylowana do kreski,

3. 0,02 M (0,1 N) KMnO, - zawarto$¢ odwazki analitycznej w amputce (3,161 g
KMnO,) przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 1000 cm®. Uzu-
petni¢ woda destylowang do kreski. Przygotowany roztwor odstawié na 3 ty-
godnie, po czym przesaczy¢. Przechowywaé w ciemnosci [35].

Postepowanie w oznaczeniu

Do plastikowego naczynia o pojemnosci okoto 100 cm’ nawazyé 2 g gleby
przesianej przez sito o oczkach $rednocy 2 mm (suchej powietrznie lub o ozna-
czonej wilgotnodci). Dodaé 40 cm® wody destylowanej, a nastgpnie 5 cm’ substra-
tu (0,3% H,0,). Naczynie dokfadnie zamkna¢ i umie$ci¢é w mieszadle obroto-
wym. Miesza¢ przez 20 minut w temperaturze pokojowej (20+2°C). Doda¢ 5 cm®
1,5 M H,S0; i zawarto$¢ butelki energicznie zamiesza¢. Przesaczyé przez twardy
saczek (np. Filtrak nr 390) do szklanej kolbki o pojemnosci 50 cm’. Z otrzyma-
nego klarownego przesaczu odmierzyé 25 cm® do czystej kolbki i miareczkowaé
roztworem 0,02 M KMnOy do jasnorézowego zabarwienia, utrzymujacego sie co
najmniej 10 sek.

Préby kontrolne
Rownolegle wykona¢ probg kontrolng bez gleby, postgpujac jak z proba badana.

Obliczanie wynikow

Dla okreslenia aktywnosci katalazy nalezy wyznaczy¢ ilo$¢ nadtlenku wodoru,
roztozonego w trakcie inkubacji przez enzymy obecne w glebie. W tym celu od
objgtosci KMnO, potrzebnej do zmiareczkowania catosci dodanego H,0, nalezy
odja¢ objetos¢ KMnO, zuzyta do zmiareczkowania H,O, nie roztozonego przez
enzymy (czyli nadmiaru pozostalego w przesaczu glebowym). Przyjecie teorety-
cznej wartosci dla proby zerowej (iloSci KMnO, potrzebnej do zmiareczkowania
catoSci H,O,, wyznaczonej na podstawie réwnania reakcji i zastosowanych
stezen) pozwala na eliminacjg bledu, jaki mozna popetnié przygotowujac roztwo-
ry. Nastepnie, stosujac odpowiednie przeliczenia, okre$la sig iloéé przeksztal-
conego substratu (H,0,):

4,41 ——K)-2-50-100
Vo (7

mol H.,0, - s.m.-min~" =
HMOLHLG, 8 2-20-%sm.
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pmol H,0,-g's.m.-min™" — jednostka aktywnosci katalazy w glebie (ilo$¢ pumol
H,0, roztozona przez 1 g s.m. gleby w ciagu 1 min.),

4,4(1 - V/V,) —ilosé cm’® KMnO, rownowazaca rozktad H,O, w trakcie inkubacji,
4,4 — teoretycznie wyznaczona ilo$é cm® 0,02 M KMnOs,, potrzebna do zmiarecz-
kowania H,0, zawartego w probie zerowej. Znajac iloé¢ dodanego H,0, (5 cm®
roztworu o stezeniu 0,088 mM-.cm™ = 0,44 mM), stezenie roztworu KMnO,
(0,02 mM-cm™) i stosunek reagujacych substancji KMnO4:H,0, (1:2,5), mozna
wyliczy¢ objetos¢ KMnO,, potrzebna do zmiareczkowania dodanego H,O,. Wynosi
ona 8,8 cm’. Poniewaz miareczkowana jest polowa objetosci proby zerowej (podob-
nie jak przesaczu glebowego), teoretycznie wyznaczona ilos¢ KMnO4 we wzorze (3)
wynosi 4,4 cm® [23],

V, — zmierzona objgtosé (cm3) 0,02 M KMnO; potrzebna do zmiareczkowania
25 cm’ préby kontrolnej bez gleby,

V — objeto$¢ (cm’) 0,02 M KMnO, potrzebna do zmiareczkowania 25 cm’ prze-
saczu badanej probki glebowe;j,

2 — mnoznik uwzgledniajacy cala objgtosé przesaczu (miareczkowana jest ¥4 objetosci),
50 — wspoétczynnik umozliwiajacy przeliczenie cm® KMnO, na uM H,0,. Stosu-
nek molowy reagujacych substancji w srodowisku kwasnym (KMnOg4:H,0,)
wynosi 1:2,5. Poniewaz 1 cm’ roztworu 0,02 M KMnO, zawiera 20 uM KMnO,,
zatem 1 cm® 0,02 M KMnO, odpowiada 50 uM H,0,,

2 — (w mianowniku) nawazka gleby inkubowanej z H,0, (g),

20 — czas inkubacji gleby z H,O, (min),

100-% ™ s.m. — wspotczynnik przeliczeniowy na sucha masg probki.

Uwagi

1. Wszystkie pomiary wykonaé w trzech powtdrzeniach,

2. Russel [44] zaleca wykonanie dodatkowego oznaczenia w czasie zerowym —
miareczkowanie bezposrednio po dodaniu H,O, (kontrola reakcji sktadnikow
gleby z H,0,),

3. Trasar-Cepeda i in. [54] zalecaja wprowadzenie dodatkowej proby kontrolnej
bez dodatku H,O, (kontrola reakcji sktadnikéw gleby z KMnOQy).

Metoda gazometryczna: Beck [5]

Metoda oparta jest na okresleniu objgtosci tlenu wydzielonego w wyniku ak-
tywnosci katalazy w trakcie inkubacji probki glebowej z H,0, [2,38,44].
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Metoda kolorymetryczna: Holz [26]

W zaproponowanej metodzie H,O, pozostaly w przesaczu po inkubacji,
zostaje poddany dzialaniu peroksydazy, powodujacej rozktad H,O,. Wydzielony
tlen wywotuje okreslona reakcjg barwna [54]. Autorzy wykazali istotna korelacje
pomigdzy aktywnos$cia mierzona metoda kolorymetryczng i manganometryczna.
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ENZYMES OF INTRACELLULAR REDOX TRASFORMATIONS
(OXIDOREDUCTASES)
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Absract. The oxidoreductase enzymes are involved in the respiration metabolism of soil

microorganisms. Soil dehydrogenases, active in intact cells, represent the total oxidative activity
of microbial populations in soil. The enzyme catalase has a detoxifying function in cells by
catalyzing the reaction of the decomposition of hydrogen peroxide.
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